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Over course of the last decade, the field of ancient DNA has been transformed by the advent of high-
throughput sequencing. In specimens with exceptional DNA preservation, this allowed whole nuclear 
genomes of extinct organisms to be sequenced and analyzed. To deal with material with suboptimal 
DNA preservation and high levels of external modern DNA contamination as is common in 
intensively handled museum specimens, significant challenges remain. In this thesis I developed 
laboratory and in silico methods to make highly contaminated biological material amenable to genetic 
research and explore the structure and decay mechanisms of ancient DNA.  
Chapter 1 illustrates the development of a library preparation method for high-throughput sequencing 
that selects for DNA molecules containing uracils, a damaged base typically found in ancent DNA, in 
order to enrich authentic ancient molecules against a background of modern contamination. The 
method was applied to Neanderthal samples from Gibraltar demonstrating its suitability for recovering 
DNA sequences from material that shows very poor DNA preservation and that is particularly strongly 
contaminated with modern human DNA.  
Chapter 2 describes a new method to reconstruct the native double-stranded DNA molecules and 
overhang structures in DNA isolated from a Neanderthal specimen by combining deep sequencing of 
low-input single-stranded DNA libraries with in silico sequence matching. I analyzed patterns of 
nucleotide substitutions and base composition separately in the different structures found and showed 
also that the method can be applied to modern sources of fragmented DNA, specifically to cell-free 
DNA isolated from present-day blood samples. 
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The genomes of ancient organisms provide a snapshot of past evolutionary states, and the sequencing 
of these genomes has revolutionized how we conduct evolutionary research and how we think of our 
own origins. Since the first short DNA sequences of an extinct Quagga were analyzed in the 1980s 
(Higuchi et al. 1984) improvements in laboratory and analytical methods have advanced the field of 
ancient DNA to a point where whole genomes can be retrieved from biological material that is 
thousands of years old. The oldest DNA sequenced to date comes from a permafrost-preserved horse 
bone, dated to 700,000 years before present (Orlando et al. 2013), while the oldest sequences outside 
of permafrost stem from the hominins of Sima de los Huesos from northern Spain, with an estimated 
age of 430,000 years (Meyer et al. 2014; Meyer et al. 2016). Other hominins that have been sequenced 
include Neanderthals (Green et al. 2006; Green et al. 2010) and Denisovans, a previously unknown 
sister group to Neandertals, which was first identified by the analysis of a genome retrieved from a 
fragment of a manual phalanx found in Denisova cave in the Altai mountains (Meyer et al. 2012). The 
analysis of full genome sequences from these extinct hominin groups has provided unique insights into 
human evolutionary history, for example that gene flow between hominin groups was common in the 
Pleistocene (Slon et al. 2018; Peter 2020; Petr et al. 2020).  
 
The beginnings – PCR and ancient DNA 
Since the early days of ancient DNA research, progress in the field has been tightly linked to 
technological and methodological advances. One of these was the invention of the polymerase chain 
reaction (PCR) in 1986 (Mullis et al. 1986), which could generate millions of copies using two short 
oligonucleotides (primers) from single or few DNA molecules surviving in ancient biological material 
for sequencing with Sanger technology (Sanger et al. 1977). However, the authenticity of ancient 
DNA sequences was sometimes called into question due to the possibility of contamination with 
exogenous DNA during or after excavation and in the laboratory (Gutiérrez and Marín 1998; Hofreiter 
et al. 2001b). Differentiating authentic DNA from present-day contamination was particular 
challenging when working with the remains of ancient modern humans due to the strong similarities 
between present-day and ancient human DNA (Green et al. 2010; Meyer et al. 2012). In addition, 
analysis of ancient DNA was complicated by the presence of C-to-T and G-to-A base substitutions 
(Pääbo 1989), which originate from the deamination of cytosines to uracil (Hofreiter et al. 2001a; 
Briggs et al. 2007). To mitigate the effect of such substitutions on evolutionary analysis, PCR products 
had to be cloned into plasmids and multiple PCR products generated from each sample in order to 
obtain high-quality sequences from two or more independent molecules.  
While sequencing whole mammalian genomes with Sanger technology was possible without prior 
PCR amplification when using DNA of high quality and quantity (Lander et al. 2001), ancient whole 
genomes could not be recovered due to the fragmentation and limited quantity of DNA preserved in 
ancient samples, as well as contamination with microbial and present-day human DNA. Using PCR to 
target complete genomes in overlapping fragments would have required millions of reactions and large 
amounts of material. The suitability of PCR and Sanger sequencing even for smaller-scale sequence 
retrieval from ancient remains was limited by the high degree of fragmentation of the ancient DNA 
molecules. It was shown that amplification success dramatically decreases the larger the chosen target 
region (Pääbo 1989), limiting the length of the DNA sequence, and hence the amount of information, 




Ancient DNA in the era of high-throughput sequencing technology 
The next phase in ancient DNA research started with the invention of high-throughput sequencing 
(HTS) technologies in the late 2000s, combined with simple methods for DNA library preparation. 
HTS technologies allowed the generation of large numbers of sequences in parallel (millions or even 
billions) and increased data output by several orders of magnitude compared to Sanger technology, 
thus making whole genome sequencing feasible for laboratories all over the world. One common 
feature of these technologies is that they require the attachment of known DNA sequences (adapters) 
to both ends of the molecules to be sequenced, a process referred to as library preparation. Unlike 
PCR-based approaches, where the primer pairs determine which genomic regions are amplified and 
sequenced, this approach in principle allows sequencing every DNA molecule present in a DNA 
extract. HTS also allows full-length molecule sequences to be recovered, enabling more detailed 
inferences about the composition and biochemical properties of DNA preserved in ancient biological 
material. For example, it was found that deamination-induced substitutions accumulate preferentially 
at the beginning and end of ancient DNA molecules (Briggs et al. 2007) and that these substitutions 
can be used to authenticate sequences obtained from ancient samples (Krause et al. 2010).  
Despite the technical advances, many challenges remain in the analysis of ancient DNA. For samples 
that are highly contaminated with modern human DNA, analyses often have to be restricted to 
sequences with evidence of deamination. Isolating these sequences in silico comes at the expense of 
losing authentic ancient sequences from non-deaminated molecules, which usually represent the 
majority of sequences (Gansauge and Meyer 2014). Also, as one moves to samples older than 
~100,000 years, or to samples from warmer areas, ancient DNA sequences become increasingly 
difficult or impossible to retrieve due to a more advanced state of degradation as both cytosine 
deamination and depurination are strongly temperature dependent (Lindahl and Nyberg 1972; Lindahl 
and Nyberg 1974). If it was possible to repair some of the damage e.g. by mimicking the cellular DNA 
repair mechanisms using DNA polymerases and ligases, more samples may become accessible to 
DNA analysis. However, previous attempts on DNA repair have been unsuccessful (Mouttham et al. 
2015). This may be partly due to our still limited understanding of the actual structure of ancient DNA 
molecules, e.g. whether they carry blunt ends or single-stranded overhangs, or to which extent they 
contain nicks, gaps and end modifications. A more detailed knowledge about the biochemical 
properties of ancient DNA may help to develop methods that address these properties even more 
specifically. 
 
Aim of the thesis 
This thesis aimed to make sources of highly contaminated and fragmented DNA amenable to genetic 
studies, explore the biochemical structure of ancient DNA and elucidate mechanisms of its decay by 
developing novel molecular biology and computational methods.  
Chapter 1 describes the development of a library preparation method that selects uracil-containing 
DNA molecules in order to enrich authentic ancient DNA against a background of modern 
contamination. The application of the method to Neanderthal samples from Gibraltar demonstrates its 
suitability for recovering DNA sequences from material that shows very poor DNA preservation and 
that is particularly strongly contaminated with modern human DNA.  
Chapter 2 describes a new method that combines deep sequencing of low-complexity single-stranded 
DNA libraries generated from a Neanderthal specimen with in silico reconstruction of the native 
double-stranded DNA molecules and overhang structures. This enables us to analyze patterns of 
nucleotide substitutions and base composition separately in the different structures found. I also 
showed that the method can be applied to other sources of fragmented DNA, for example cell-free 




Uracil-selective library preparation allows for the genetic characterization of the highly 
contaminated Gibraltar Neanderthal specimens 
Many archaeological specimens have been unearthed decades or even centuries ago, long before the 
advent of the field of ancient DNA. Consequently, archaeologists, curators and other scientists did not 
take any measures to prevent contamination with modern human DNA, which may occur for example 
by leaving skin cells or sweat on the surface through touching. As bones are porous, contamination 
may penetrate the material very deeply, so that the removal of surface material alone does not 
necessarily reduce human contamination. In the case of the Gibraltar Neanderthals, the first of which 
was discovered in 1848 in Forbes’ Quarry and the second excavated in a rock shelter near Devil’s 
Tower in 1926 (Buck and Stringer 2015), DNA extracted from the petrous bones initially showed no 
evidence of cytosine deamination (C-to-T substitutions) as would have been expected for material of 
that age. Only when filtering in silico for C-to-T substitutions on one DNA end, thus enriching for 
ancient molecules, elevated levels (47-48%) of these substitutions were observed on the other end of 
the same molecules, indicating that a small proportion of the generated sequences was genuinely 
ancient. While this filtering method works well for moderately contaminated data, sequencing errors 
and real evolutionary differences may confound the identification of C-to-T substitutions derived from 
cytosine deamination if contamination constitutes the vast majority of hominin DNA recovered from a 
specimen. 
To allow for the genetic analysis of the highly contaminated Gibraltar Neanderthals, I improved a 
preexisting library preparation method for selecting uracil-containing DNA molecules prior to 
sequencing (Gansauge and Meyer 2014). The method is based on a previously developed single-
stranded library preparation method (Gansauge et al. 2017), in that it starts by ligating adapter 
oligonucleotides to single-stranded ancient DNA molecules. One of these adapters carries a 3’ biotin, 
which is used to bind the library molecules to paramagnetic beads. Uracil-containing molecules are 
separated from other molecules and released into the supernatant in a three-step process: First, uracils 
are excised by uracil DNA glycosylase, leaving abasic sites. Then, E. coli endonuclease IV incises the 
DNA backbone, leaving a 3’-hydroxy group and a 5’ deoxyribosephosphate. In the third step, a strand-
displacing DNA polymerase starts polymerization on the newly created 3’-hydroxy group, thereby 
displacing the bead-bound strand and releasing the double-stranded product into solution. 
Using this method in combination within in silico deamination filtering allowed sequencing of 2% and 
0.1% of the Forbes’ Quarry and Devil’s Tower Neanderthal genomes, respectively. Contamination 
estimated for these data sets were 3.1% (2.1–4.4%) and 0% (0–26.5%), showing the effectiveness of 
the approach. Based on the number of DNA fragments mapping to the X chromosome and the 
autosomes, the Devil’s Tower individual was male while the Forbes’ Quarry individual was female. 
The amount of data generated for the Forbes’ Quarry individual was sufficient to conduct genetic 
comparisons to other Neanderthals. The proportion of shared derived alleles with three high coverage 
Neanderthal genomes (computed using D-statistics (Green et al. 2010)) places Forbes’ Quarry among 
eight low-coverage Neanderthal individuals showing that it was more similar to older (60 to 183-ka-
old) Neanderthals from Europe and Asia than to the younger (~49-ka-old) El Sidrón 1253 individual 
from northern Spain. This could be explained either by Forbes’ Quarry being older than El Sidrón 
1253 or by genetic substructure in Neanderthals on the Iberian Peninsula. 
In conclusion, combining laboratory and computational methods for contamination removal allowed 
the recovery of authentic ancient DNA sequences from the extensively handled and contaminated 
Gibraltar Neanderthal specimens, thereby making it possible to generate informative genetic data from 
specimens previously deemed too contaminated with modern human DNA. The recovery of DNA 
from archaic human remains in the warm Mediterranean climate of Gibraltar indicates that it may 
become possible in the future to recover DNA sequences also from African material of similar age, 
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which has until now not been accessible to DNA analysis due to the poor preservation conditions in 
warm climate.  
 
Reconstruction of the true double-stranded DNA structures by deep sequencing of low-
complexity single-stranded libraries elucidates mechanisms of DNA decay 
It is has long been proposed that some or many of the DNA fragments surviving in ancient biological 
material carry single-stranded overhangs at their ends (Briggs et al. 2007; Ginolhac et al. 2011). This 
is supported by the existence of elevated signals of cytosine deamination at the terminal positions of 
sequences, which is known to proceed faster in single-stranded than in double-stranded context 
(Lindahl and Nyberg 1974). While there are tools to model the average overhang length based on the 
frequency of C-to-T and G-to-A substitutions in sequences from ancient DNA (Jónsson et al. 2013), it 
has not been possible to directly observe or investigate these structures. Although single-stranded 
DNA library preparation protocols preserve the native ends and substitution patterns of each DNA 
strand, the information on which strands belonged to one double-stranded DNA fragment is lost as 
double-stranded molecules are denatured by heat and independently converted into library molecules. 
In order to reconstruct and analyze native double-stranded DNA structures, a single-stranded library 
was prepared from a dilute DNA extract of a Neanderthal specimen for which a high quality genome is 
available (Prüfer et al. 2017). This library was then sequenced deeply in order to recover DNA 
sequences from nearly all unique molecules in the library. After mapping the sequences to the human 
reference genome, I calculated the distance of each sequence to its nearest neighbor mapped in the 
same or reverse complement orientation to the reference genome. By using small input DNA amounts 
for library preparation, we expect random independent DNA fragments to map to distant locations in 
the genome. In contrast, two or more DNA fragments which originate from a single double-stranded 
molecule will map to proximate locations in the genome. It is thus possible to infer which two DNA 
strands formed a fragment by finding sequences overlapping on opposite strands (i.e. having a small 
distance between their 5’ and 3’ ends on the reference genome) or looking for small distances of non-
overlapping sequences on the same strand to infer gapped structures, as these are unlikely to occur by 
chance. 
The reconstruction of thousands of double-stranded Neanderthal DNA fragments showed that blunt 
ends and small single-stranded overhangs of up to three base pairs are the dominant end structures in 
the Neanderthal specimen sequenced. Bases inferred to be located in single-stranded overhangs 
showed higher deamination rates than bases in double-stranded context, and are dominated by 
pyrimidines (T and C). Moreover, there was evidence for small gaps of one to three nucleotides where 
pyrimidines (G and A) were enriched in the gap, suggesting that depurination is the driving force of 
gap formation. When comparing base composition and deamination frequency in the terminal 5’ 
position of single-stranded overhangs across libraries from Vindija 33.19 and five additional 
Neanderthal specimens, I found positive correlations between deamination rate and the frequency of 
thymine, and a negative correlation between deamination rate and cytosine frequency. We also showed 
that in silico fragment reconstruction is possible for single-stranded DNA libraries obtained from cell-
free DNA from whole blood samples. 
The reconstruction and analysis of double-stranded DNA fragments and their native structures from 
single stranded sequencing data offers new insights into the mechanisms of DNA decay and 
degradation. The ability to investigate those structures may guide the development of enzymatic DNA 
repair protocols, which has been attempted (Mouttham et al. 2015) but did not lead to improvements in 
information recovery from ancient material. Moreover, the method is applicable to many types of 
fragmented DNA, such as cell-free DNA from human blood samples, thus potentially offering new 
analytical strategies to monitor the progression and location of tumors, or adding additional 
information to cell-free DNA-based prenatal diagnostics. 
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Conclusions and outlook 
In my work, I focused on methods for understanding and ameliorating the effects of ancient DNA 
damage. First, I developed laboratory methods which allowed the analysis of two highly contaminated 
and fragmented Neanderthal specimens. Second, I explored the biochemical structure and decay 
mechanisms of ancient DNA. 
To deal with contaminated samples, I developed and refined library preparation methods to enrich for 
DNA molecules containing uracils, a damaged base commonly found in ancient DNA. By enriching 
for uracil-containing molecules, I discriminate against modern contaminant DNA. I applied these 
methods to two extensively handled Gibraltar Neanderthal specimens, which were too contaminated to 
yield usable ancient DNA molecules using standard techniques. I increased the range of samples 
amenable to genetic analysis to include material heavily contaminated with modern human DNA. I 
also showed that it is possible to obtain genetic data from archaic human remains from a warm and 
humid climate that is unfavorable for DNA preservation.  
To better understand the mechanisms of fragmentation and discover the hitherto unknown secondary 
structure of DNA molecules in ancient biological material I reconstructed in silico the native double-
stranded DNA fragments and their end structures from a Neanderthal bone fragment using single-
stranded sequencing data. It was found that the dominant end structures were blunt-ends and small, 
pyrimidine-rich overhangs of up to three base pairs. This is in line with the notion that DNA bases, 
especially purines, are less stable in single-stranded context and are lost over long periods of time. 
Additionally, we identified gaps of one to three base pairs in the middle of ancient DNA molecules; 
enrichment of purines in these gaps points to depurination as their main cause. The existence of gaps 
in ancient DNA opens up the possibility of post-mortem DNA repair, making the analysis of 
specimens which are too degraded to yield useful data with current methods feasible in the future. 
These and further methodological improvements suggest that studies on archaic hominins and extinct 
animals from deeper time horizons and from warmer regions such as Africa or Southeast Asia may be 
possible. Additionaly, many of these developments may have an impact beyond the field of ancient 
DNA. Low levels of modified and damaged bases arise continuously in the healthy human body 
(Lindahl 1993; Krokan et al. 2002; Fouquerel et al. 2016) while they also have been linked to aging 
and disease (Fraga et al. 1990; Machado and Menck 1997; Nelson and Dizdaroglu 2020). As 
demonstrated in this work, in silico fragment reconstruction can be applied to cell-free DNA from 






Die Genome vor langer Zeit verstorbener Organismen liefern uns eine Momentaufnahme vergangener 
Evolutionszustände, und die Sequenzierung dieser Genome hat die Art und Weise wie wir 
Evolutionsforschung betreiben und wie wir über unsere eigenen Ursprünge denken, revolutioniert. Seit 
die ersten kurzen DNA-Sequenzen eines ausgestorbenen Quagga in den 1980er Jahren analysiert 
wurden (Higuchi et al. 1984), haben Verbesserungen der Labor- und Analysemethoden das Gebiet der 
alten DNA zu einem Punkt gebracht, an dem ganze Genome aus biologischem Material gewonnen 
werden können das Tausende von Jahren alt ist. Die älteste bisher sequenzierte DNA stammt aus 
einem durch Permafrost konservierten Pferdeknochen, der auf ein Alter von 700.000 Jahren datiert 
wurde (Orlando et al. 2013), während die ältesten Sequenzen außerhalb des Permafrosts von den 
Homininen von Sima de los Huesos aus Nordspanien stammen und ein geschätztes Alter von 430.000 
Jahren haben (Meyer et al. 2014; Meyer et al. 2016). Andere Hominine, die sequenziert wurden 
umfassen Neandertaler (Green et al. 2006; Green et al. 2010) und Denisovaner, eine bisher unbekannte 
Schwestergruppe von Neandertalern. Diese wurde erstmals durch die Analyse eines Genoms 
identifiziert, das aus einem Fragment einer manuellen Phalanx, gefunden in der Denisova-Höhle im 
Altai-Gebirge, gewonnen wurde (Meyer et al. 2012). Die Analyse der vollständigen Genomsequenzen 
dieser ausgestorbenen Hominingruppen hat einzigartige Einblicke in die menschliche 
Evolutionsgeschichte geliefert, zum Beispiel, dass der Genfluss zwischen Hominingruppen im 
Pleistozän häufig war (Slon et al. 2018; Peter 2020; Petr et al. 2020). 
 
Die Anfänge - PCR und alte DNA 
Seit den Anfängen der alten DNA-Forschung sind Fortschritte auf diesem Gebiet eng mit 
technologischen und methodischen Fortschritten verbunden. Eine davon war die Erfindung der 
Polymerasekettenreaktion (PCR) im Jahr 1986 (Mullis et al. 1986), die unter Verwendung von zwei 
kurzen Oligonukleotiden (Primern) aus einzelnen oder wenigen DNA-Molekülen, die in altem 
biologischem Material überleben, Millionen von Kopien erzeugen konnte um sie dann mit Sanger-
Technologie (Sanger et al. 1977) zu sequenzieren. Die Echtheit alter DNA-Sequenzen wurde jedoch 
manchmal aufgrund der Möglichkeit einer Kontamination mit exogener DNA während oder nach der 
Ausgrabung und im Labor in Frage gestellt (Gutiérrez und Marín 1998; Hofreiter et al. 2001b). Die 
Unterscheidung zwischen authentischer DNA und heutiger Kontamination war bei der Arbeit mit den 
Überresten der alten modernen Menschen aufgrund der starken Ähnlichkeiten zwischen der heutigen 
und der alten menschlichen DNA eine besondere Herausforderung (Green et al. 2010; Meyer et al. 
2012). Darüber hinaus wurde die Analyse alter DNA durch das Vorhandensein von C-zu-T- und G-zu-
A-Basensubstitutionen (Pääbo 1989) erschwert, die aus der Desaminierung von Cytosinen zu Uracil 
stammen (Hofreiter et al. 2001a; Briggs et al . 2007). Um den Einfluss solcher Substitutionen auf die 
Ergebnisse der evolutionären Analysen abzuschwächen, mussten PCR-Produkte in Plasmide kloniert 
und mehrere PCR-Produkte aus jeder Probe erzeugt werden, um qualitativ hochwertige Sequenzen aus 
zwei oder mehr unabhängigen Molekülen zu erhalten. 
Während die Sequenzierung ganzer Säugetiergenome mit der Sanger-Technologie ohne vorherige 
PCR-Amplifikation bei Verwendung von DNA hoher Qualität und Quantität möglich war (Lander et 
al. 2001), konnten ganze alte Genome aufgrund der Fragmentierung, der begrenzten Menge an DNA 
die in alten Proben überdauert hat, sowie der Kontamination mit mikrobieller und heutiger 
menschlicher DNA, nicht gewonnen werden. Die Verwendung von PCR zur Sequenzierung 
vollständiger Genome in überlappenden Fragmenten hätte Millionen von Reaktionen und große 
Mengen an Material erfordert. Die Eignung der PCR- und Sanger-Sequenzierung selbst für die 
Sequenzgewinnung in kleinerem Maßstab aus alten Überresten war durch den hohen 
Fragmentierungsgrad der alten DNA-Moleküle begrenzt. Es wurde gezeigt, dass der 
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Amplifikationserfolg dramatisch abnimmt, je größer die ausgewählte Zielregion ist (Pääbo 1989), 
wodurch die Länge der DNA-Sequenz und damit die Informationsmenge begrenzt wird, die mit einer 
einzigen PCR gewonnen werden kann. 
 
Alte DNA im Zeitalter der Hochdurchsatz-Sequenzierungstechnologie 
Die nächste Phase der alten DNA-Forschung begann mit der Erfindung der Hochdurchsatz-
Sequenzierungstechnologien (HTS) Ende der 2000er Jahre, kombiniert mit einfachen Methoden zur 
Herstellung von DNA-Bibliotheken. HTS-Technologien ermöglichten die parallele Erzeugung einer 
großen Anzahl von Sequenzen (Millionen oder sogar Milliarden) und erhöhten die Datenproduktion 
um mehrere Größenordnungen im Vergleich zur Sanger-Technologie, wodurch die Sequenzierung des 
gesamten Genoms für Laboratorien auf der ganzen Welt möglich wurde. Ein gemeinsames Merkmal 
dieser Technologien ist, dass sie die kovalente Verknüpfung bekannter DNA-Sequenzen (Adapter) an 
beide Enden der zu sequenzierenden Moleküle erfordern, ein Prozess, der als Bibliotheksvorbereitung 
bezeichnet wird. Im Gegensatz zu PCR-basierten Ansätzen, bei denen die Primerpaare bestimmen, 
welche Genomregionen amplifiziert und sequenziert werden, ermöglicht dieser Ansatz im Prinzip die 
Sequenzierung jedes in einem DNA-Extrakt vorhandenen DNA-Moleküls. Mit HTS können auch 
Molekülsequenzen voller Länge gewonnen werden, was detailliertere Rückschlüsse auf die 
Zusammensetzung und die biochemischen Eigenschaften von DNA ermöglicht, die in altem 
biologischem Material überdauert hat. Beispielsweise wurde herausgefunden, dass durch 
Desaminierung induzierte Substitutionen bevorzugt am Anfang und Ende alter DNA-Moleküle 
auftreten (Briggs et al. 2007) und dass diese Substitutionen verwendet werden können, um Sequenzen 
zu authentifizieren, die aus alten Proben erhalten wurden (Krause et al. 2010). 
Trotz der technischen Fortschritte gibt es weiterhin viele Herausforderungen bei der Analyse der alten 
DNA. Bei Proben, die stark mit moderner menschlicher DNA kontaminiert sind, müssen die Analysen 
häufig auf Sequenzen mit Anzeichen von Desaminierung beschränkt werden. Das Isolieren dieser 
Sequenzen am Computer führt zu Verlusten authentischer alter Sequenzen ohne Anzeichen von 
Desaminierung, die normalerweise die Mehrheit aller Sequenzen darstellen (Gansauge und Meyer 
2014). Wenn man sich auf Proben konzentriert, die älter als ~ 100.000 Jahre sind, oder auf Proben aus 
wärmeren Gebieten, werden alte DNA-Sequenzen aufgrund des fortgeschrittenen Abbauzustands 
zunehmend schwieriger oder unmöglich wiederzugewinnen, da sowohl die Cytosin-Desaminierung als 
auch die Depurinierung stark temperaturabhängig sind (Lindahl und Nyberg 1972; Lindahl und 
Nyberg 1974). Wenn es möglich wäre, einen Teil des Schadens zu reparieren, z.B. durch Nachahmung 
der zellulären DNA-Reparaturmechanismen unter Verwendung von DNA Polymerasen und DNA 
Ligasen könnten mehr Proben für die DNA-Analyse zugänglich werden. Bisherige Versuche zur 
DNA-Reparatur waren jedoch erfolglos (Mouttham et al. 2015). Dies kann teilweise auf unser noch 
begrenztes Verständnis der tatsächlichen Struktur alter DNA-Moleküle zurückzuführen sein, z.B. ob 
sie stumpfe Enden oder einzelsträngige Überhänge tragen oder inwieweit sie Einzelstrangbrüche, 
Lücken und Endmodifikationen enthalten. Ein detaillierteres Wissen über die biochemischen 
Eigenschaften der alten DNA kann dazu beitragen Methoden zu entwickeln, die diese Eigenschaften 
noch besser berücksichtigen. 
 
Ziel der Arbeit 
Diese Arbeit zielte darauf ab, Quellen stark kontaminierter und fragmentierter DNA für genetische 
Studien zugänglich zu machen, die biochemische Struktur der alten DNA zu untersuchen und die 
Mechanismen ihres Zerfalls durch die Entwicklung neuartiger molekularbiologischer und 
computerbasierter Methoden aufzuklären. 
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Kapitel 1 beschreibt die Entwicklung einer Bibliotheksvorbereitungsmethode, die uracilhaltige DNA-
Moleküle selektiert, um authentische alte DNA vor einem Hintergrund moderner Kontamination 
anzureichern. Die Anwendung der Methode auf Neandertalerproben aus Gibraltar zeigt ihre Eignung 
zur Gewinnung von DNA-Sequenzen aus Material, das eine sehr schlechte DNA-Konservierung 
aufweist und das besonders stark mit moderner menschlicher DNA kontaminiert ist. 
Kapitel 2 beschreibt eine neue Methode, die die Tiefensequenzierung von einzelsträngigen DNA-
Bibliotheken mit geringer Komplexität, die aus einer Neandertaler-Probe erzeugt wurden, mit der 
computerbasierten Rekonstruktion der nativen doppelsträngigen DNA-Moleküle und 
Überhangstrukturen kombiniert. Dies ermöglicht es uns, Muster von Nukleotidsubstitutionen und 
Basenzusammensetzung in den verschiedenen gefundenen Strukturen getrennt zu analysieren. Ich 
habe außerdem gezeigt, dass die Methode auf andere Quellen fragmentierter DNA angewendet werden 
kann, beispielsweise auf zellfreie DNA, die aus modernen Blutproben isoliert wurde. 
 
Ergebnisse 
Die Uracil-selektive Bibliotheksvorbereitung ermöglicht die genetische Charakterisierung der 
stark kontaminierten Gibraltar-Neandertaler-Proben 
Viele archäologische Fundstücke wurden vor Jahrzehnten oder sogar Jahrhunderten entdeckt, lange 
bevor das Fachgebiet der alten DNA existierte. Infolgedessen haben Archäologen, Kuratoren und 
andere Wissenschaftler keine Maßnahmen ergriffen, um eine Kontamination mit moderner 
menschlicher DNA zu verhindern, die beispielsweise dadurch auftreten kann, dass Hautzellen oder 
Schweiß durch Berührung auf der Oberfläche zurückbleiben. Da Knochen porös sind, kann eine 
Kontamination sehr tief in das Material eindringen, sodass die Entfernung von Oberflächenmaterial 
allein die menschliche Kontamination nicht unbedingt verringert. Bei den Neandertalern in Gibraltar, 
von denen der erste 1848 in Forbes' Quarry entdeckt und der zweite 1926 in einem Felsüberhang in 
der Nähe des Devil's Tower ausgegraben wurde (Buck und Stringer 2015), zeigte die aus den 
Felsenbeinen (ein Knochen der das Innenohr umgibt) extrahierte DNA zunächst keine Anzeichen von 
Cytosin-Desaminierung (C-zu-T-Substitutionen), wie es für Material dieses Alters zu erwarten 
gewesen wäre. Erst nach computerbasiertem Filtern auf C-zu-T-Substitutionen an einem DNA-Ende, 
wodurch alte Moleküle angereichert wurden, wurden diese Substitutionen am anderen Ende derselben 
Moleküle mit erhöhter Häufigkeit (47-48%) beobachtet, was darauf hinweist, dass eine geringer Anteil 
der erzeugten Sequenzen von authentischer alter DNA stammte. Während diese Filtermethode für 
mäßig kontaminierte Daten gut funktioniert, können Sequenzierungsfehler und reale evolutionäre 
Unterschiede die Identifizierung von C-zu-T-Substitutionen, die aus der Cytosin-Desaminierung 
stammen, verfälschen, wenn die Kontamination die überwiegende Mehrheit der aus einer Probe 
gewonnenen homininen DNA ausmacht. 
Um die genetische Analyse der stark kontaminierten Gibraltar Neandertaler zu ermöglichen, habe ich 
eine bereits vorhandene Methode zur Bibliotheksvorbereitung zur Selektion von uracilhaltigen DNA-
Molekülen vor der Sequenzierung verbessert (Gansauge und Meyer 2014). Die Methode basiert auf 
einer zuvor entwickelten Methode zur Herstellung einer einzelsträngigen Bibliothek (Gansauge et al. 
2017), bei der zunächst Adapteroligonukleotide an einzelsträngige alte DNA-Moleküle ligiert werden. 
Einer dieser Adapter trägt ein 3'-Biotin, mit dem die Bibliotheksmoleküle an paramagnetische 
Kügelchen gebunden werden. Uracilhaltige Moleküle werden von anderen Molekülen getrennt und in 
einem dreistufigen Prozess in den flüssigen Überstand freigesetzt: Zunächst werden Uracile durch 
Uracil-DNA-Glycosylase herausgeschnitten, wobei basenlose Stellen zurückbleiben. Danach schneidet 
E. coli Endonuklease IV das DNA-Rückgrat ein und hinterlässt eine 3'-Hydroxygruppe und ein 5'-
Desoxyribosephosphat. Im dritten Schritt beginnt eine strangverdrängende DNA-Polymerase mit der 
Polymerisation an der neu erzeugten 3'-Hydroxygruppe, wodurch der auf den paramagnetischen 
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Kügelchen immobilisierte Strang verdrängt und das doppelsträngige Produkt in Lösung freigesetzt 
wird. 
Die Verwendung dieser Methode kombinert mit der computerbasierten Filterung auf Desaminierung 
ermöglichte die Sequenzierung von 2% bzw. 0,1% der Genome der Neandertaler aus Forbes‘ Quarry 
und Devil’s Tower. Die für diese Datensätze geschätzte Kontamination betrug 3,1% (2,1–4,4%) und 
0% (0–26,5%), was die Wirksamkeit dieser Herangehensweise demonstriert. Basierend auf der Anzahl 
der DNA-Fragmente, die dem X-Chromosom und den Autosomen zugeordnet wurden, war das Devil's 
Tower Individuum männlich, während das Forbes' Quarry Individuum weiblich war. Die Datenmenge, 
die für das Forbes' Quarry Individuum generiert wurde reichte aus, um genetische Vergleiche mit 
anderen Neandertalern durchzuführen. Um dieses Individuum mit acht anderen Neandertaler 
Individuen, für die Genome mit geringer Qualität verfügbar sind, zu vergleichen, berechnete ich den 
Anteil abgeleiteter Allele die der Forbes' Quarry Neandertaler mit drei Neandertaler Genomen von 
hoher Qualität  teilt (berechnet mithilfe der D-Statistik (Green et al. 2010)). Die Ergebnisse zeigen, 
dass Forbes' Quarry älteren (60 bis 183 tausend Jahre alten) Neandertalern aus Europa und Asien  
ähnlicher ist als dem jüngeren (~ 49 tausend Jahre alten) El Sidrón 1253 Neandertaler aus 
Nordspanien. Dies könnte entweder dadurch erklärt werden, dass Forbes' Quarry älter als El Sidrón 
1253 ist oder dadurch, dass eine genetische Substruktur in Neandertalern auf der Iberischen Halbinsel 
existierte. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kombination von Labor- und computerbasierten 
Methoden zur Entfernung von Kontaminationen die Gewinnung authentischer alter DNA-Sequenzen 
aus den intensiv gehandhabten und kontaminierten Proben der Gibraltar Neandertaler möglich 
gemacht hat. Es konnten informative genetische Daten aus Proben generiert werden, die zuvor als zu 
kontaminiert mit moderner menschlicher DNA angesehen wurden. Die Gewinnung von DNA aus 
archaischen menschlichen Überresten im warmen Mittelmeerklima von Gibraltar deutet darauf hin, 
dass es in Zukunft möglich sein könnte, DNA-Sequenzen auch aus afrikanischem Material ähnlichen 
Alters zu gewinnen, das bisher aufgrund der schlechten Konservierungsbedingungen in warmem 
Klima nicht für die DNA-Analysen zugänglich war. 
 
Die Rekonstruktion der nativen doppelsträngigen DNA-Strukturen durch tiefe Sequenzierung 
einzelsträngiger DNA Bibliotheken mit geringer Komplexität wirft neues Licht auf die 
Mechanismen des DNA-Zerfalls 
Es wurde lange angenommen, dass einige oder viele der in altem biologischem Material überlebenden 
DNA-Fragmente an ihren Enden einzelsträngige Überhänge tragen (Briggs et al. 2007; Ginolhac et al. 
2011). Diese These wird durch das gehäufte Auftreten von Anzeichen der Cytosin-Desaminierung an 
den terminalen Positionen von Sequenzen gestützt, von der bekannt ist, dass sie in einzelstränginger 
DNA schneller abläuft als in doppelsträngiger DNA (Lindahl und Nyberg 1974). Zwar gibt es 
computerbasierte Methoden zur Modellierung der durchschnittlichen Überhanglänge basierend auf der 
Häufigkeit von C-zu-T- und G-zu-A-Substitutionen in Sequenzen aus alter DNA (Jónsson et al. 2013), 
es war jedoch nicht möglich, diese Strukturen direkt zu beobachten oder zu untersuchen. Obwohl 
Bibliotheksvorbereitungsprotokolle für einzelsträngige DNA die nativen Enden und 
Substitutionsmuster jedes DNA-Strangs bewahren, geht die Information, welche Stränge zu einem 
doppelsträngigen DNA-Fragment gehörten, verloren. Doppelsträngige Moleküle werden durch Hitze 
denaturiert und jeder Strang unabhängig vom anderen in ein Bibliotheksmolekül umgewandelt. 
Zur Rekonstruktion und Analyse nativer doppelsträngiger DNA-Strukturen wurde eine einzelsträngige 
DNA Bibliothek aus einem verdünnten DNA-Extrakt einer Neandertaler-Probe hergestellt, für die ein 
Genom mit hoher Qualität verfügbar ist (Prüfer et al. 2017). Diese Bibliothek wurde anschließend tief 
sequenziert, um DNA-Sequenzen von fast allen einzigartigen Molekülen in der Bibliothek zu 
gewinnen. Nachdem ich die Sequenzen auf das menschliche Referenzgenom kartiert hatte, berechnete 
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ich den Abstand jeder Sequenz zu ihrem nächsten Nachbarn, der in derselben oder umgekehrten 
Orientierung auf dem Referenzgenom kartiert wurde. Durch die Verwendung kleiner DNA-Mengen 
(weniger als ein vollständiges Genom) für die Bibliotheksvorbereitung erwarten wir, dass zufällige, 
unabhängige DNA-Fragmente weit entfernt voneinander im Genom kartiert werden. Im Gegensatz 
dazu werden zwei oder mehr DNA-Fragmente, die von einem einzelnen doppelsträngigen Molekül 
stammen, auf nahegelegene Stellen im Genom kartiert. Es ist somit möglich herauszufinden, welche 
zwei DNA-Stränge ein Fragment gebildet haben, indem Sequenzen gefunden werden die sich auf 
gegenüberliegenden Strängen überlappen (d.h. einen kleinen Abstand zwischen ihren 5'- und 3'-Enden 
im Referenzgenom aufweisen) da diese wahrscheinlich nicht zufällig auftreten. In gleicher Weise kann 
man nach nicht überlappenden Sequenzen mit kleinen Abständen auf dem gleichen Strang des 
Referenzgenoms suchen, um Lückenstrukturen zu finden. 
Die Rekonstruktion von Tausenden von doppelsträngigen Neandertaler-DNA-Fragmenten zeigte, dass 
stumpfe Enden und kleine einzelsträngige Überhänge von bis zu drei Basenpaaren die dominanten 
Endstrukturen in der sequenzierten Neandertaler-Probe sind. Basen, von denen angenommen wurde, 
dass sie sich in einzelsträngigen Überhängen befinden, zeigten höhere Desaminierungsraten als Basen 
im doppelsträngigen Kontext und werden von Pyrimidinen (T und C) dominiert. Darüber hinaus gab 
es Hinweise auf kleine Lücken von ein bis drei Nukleotiden, in denen Pyrimidine (G und A) in der 
Lücke angereichert waren, was darauf hindeutet, dass die Depurinierung die treibende Kraft für die 
Lückenbildung ist. Beim Vergleich der Basenzusammensetzung und der Desaminierungsfrequenz in 
der terminalen 5'-Position von einzelsträngigen Überhängen in Bibliotheken von Vindija 33.19 und 
fünf weiteren Neandertalerproben fand ich eine positive Korrelationen zwischen der 
Desaminierungsrate und der Häufigkeit von Thymin sowie eine negative Korrelation zwischen der 
Desaminierungsrate und Cytosinfrequenz. Wir haben auch gezeigt, dass computerbasierte 
Fragmentrekonstruktionen für einzelsträngige DNA-Bibliotheken möglich ist, die aus zellfreier DNA 
aus Blutproben gewonnen wurden. 
Die Rekonstruktion und Analyse doppelsträngiger DNA-Fragmente und ihrer nativen Strukturen aus 
einzelsträngigen Sequenzierungsdaten bietet neue Einblicke in die Mechanismen des DNA-Zerfalls. 
Die Fähigkeit diese Strukturen zu untersuchen könnte den Weg für die Entwicklung enzymatischer 
DNA-Reparaturprotokolle weisen. Enzymatische Reparatur von DNA wurde getestet (Mouttham et al. 
2015), führte aber nicht zu Verbesserungen bei der Wiederherstellung von Informationen aus altem 
Material. Darüber hinaus ist das Verfahren auf viele Arten fragmentierter DNA anwendbar, 
beispielsweise auf zellfreie DNA aus menschlichen Blutproben. Es bietet daher möglicherweise neue 
Analysestrategien zur Überwachung des Fortschreitens und der Lokalisierung von Tumoren oder 
ermöglicht den Gewinn zusätzlicher Informationen in der auf zellfreier DNA basierenden 
Pränataldiagnostik. 
 
Schlussfolgerungen und Ausblick 
In meiner Arbeit konzentrierte ich mich auf Methoden zum Verständnis und zur Abminderung der 
Effekte chemischer DNA-Schäden in DNA aus altem biologischem Material. Zunächst entwickelte ich 
Labormethoden, mit denen zwei stark kontaminierte und fragmentierte Neandertalerproben analysiert 
werden konnten. In meinem zweiten Projekt untersuchte ich die biochemische Struktur und die 
Zerfallsmechanismen der alten DNA. 
Um informative genetische Daten aus kontaminierten Proben gewinnen zu können, entwickelte und 
verfeinerte ich Methoden zur Bibliotheksvorbereitung, um DNA-Moleküle anzureichern, die Uracil 
enthalten, eine beschädigte Base, die häufig in alter DNA vorkommt. Durch die Anreicherung von 
uracilhaltigen Molekülen selektiere ich gegen moderne kontaminierende DNA. Ich habe diese 
Methoden auf zwei ausgiebig berührte und gehandhabte Gibraltar-Neandertaler-Proben angewendet, 
die zu kontaminiert waren, um mit Standardtechniken brauchbare alte DNA-Moleküle zu erhalten. Ich 
11 
 
habe das Spektrum an Proben, die für genetische Analysen geeignet sind, um Material erweitert, das 
stark mit moderner menschlicher DNA kontaminiert ist. Ich habe außerdem gezeigt, dass es möglich 
ist genetische Daten von archaischen menschlichen Überresten aus einem warmen und feuchten Klima 
zu gewinnen, das für die DNA-Konservierung ungünstig ist. 
Um die Fragmentierungsmechanismen besser zu verstehen und die bisher unbekannte 
Sekundärstruktur von DNA-Molekülen in altem biologischem Material zu analysieren, habe ich mit 
computerbasierten Methoden die nativen doppelsträngigen DNA-Fragmente und ihre Endstrukturen 
aus einem Neandertaler-Knochenfragment unter Verwendung einzelsträngiger Sequenzdaten 
rekonstruiert. Es wurde herausgefunden, dass die dominanten Endstrukturen stumpfe Enden und 
kleine, pyrimidinreiche Überhänge von bis zu drei Basenpaaren sind. Dies steht im Einklang mit der 
Annahme, dass DNA-Basen, insbesondere Purine, im einzelsträngigen Kontext weniger stabil sind 
und über lange Zeiträume verloren gehen. Zusätzlich identifizierten wir Lücken von ein bis drei 
Basenpaaren in der Mitte alter DNA-Moleküle. Die Anreicherung von Purinen in diesen Lücken 
deutet auf Depurinierung als Hauptursache hin. Das Vorhandensein von Lücken in der alten DNA 
eröffnet die Möglichkeit einer post-mortem DNA-Reparatur, wodurch die Analyse von Proben, die zu 
degradiert sind, um mit aktuellen Methoden nützliche Daten zu liefern, in Zukunft möglich wäre. 
Diese und weitere methodische Verbesserungen legen nahe, dass Studien an archaischen Homininen 
und ausgestorbenen Tieren aus tieferen Zeithorizonten und aus wärmeren Regionen wie Afrika oder 
Südostasien möglich sein könnten. Darüber hinaus können viele dieser Entwicklungen Auswirkungen 
haben, die über das Gebiet der alten DNA hinausgehen. Im gesunden menschlichen Körper treten 
kontinuierlich geringe Mengen an modifizierten und beschädigten Basen auf (Lindahl 1993; Krokan et 
al. 2002; Fouquerel et al. 2016), während sie auch mit Alterung und Krankheit in Verbindung gebracht 
wurden (Fraga et al. 1990; Machado und Menck 1997; Nelson und Dizdaroglu 2020). Wie in dieser 
Arbeit gezeigt wurde, kann die computerbasierte Rekonstruktion von doppelsträngigen DNA 
Fragmenten auf zellfreie DNA aus menschlichen Blutproben angewendet werden, was die Aussicht 
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